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論 文 内 容 要
?
IinvestigatedtheregulationofthetranscriptionfactorRunxlbymicroRNA
(miR)-27andtheresultingeffectsuponthedifferentiationofmyeloblastsinto
granulocytes.When32D.cl3celldifferentiationwasinducedusinggranulocyte
colony-stimulatingfactor(G-CSF),Runxltranscriptionwasmoderatelydown-regulated,
whileRunxlproteinlevelswerecompletelyinhibited,suggestinganinvolvementof
post-transcriptionalregulation.Simultaneously,levelsofmiR-27anditsprecursor
increasedsubstantially.ReporterassaysrevealedthatmiR-27targetsthe3'UTRofthe
Runcrltranscript.Furthermore,introductionofpre-miR-27aloneinto32D.c13cells
resultedindown-regulationofRunxlprotein,therebyallowingthecelldifferentiation
evenintheabsenceofG-CSF.Conversely,transductionofanti-miR-27inhibitorcaused
up-regulationofRunxlprotein,therebyantagonizingtheG-CSF-mediatedgranulocyte
differentiation.Finally,theG-CSF-inducedtranscriptionfactorC/EBPαenhanced
transcriptionofahostgeneofmiR-27viaactivationofitspromoter.Thus,miR-27
enhancesdifferentiationofmyeloblastsintogranulocytesviapost-transcriptional
down-regulationofRunx1.
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審 査 結 果 の 要 旨
DNA結 合 タ ンパ ク質 を コー ドし,転 写 因子 と して機 能す るRunxIは,ヒ トの 急性 骨髄性 白血
病 に合併 す る(8;21)転座点 か らク ローニ ングされた遺 伝子 で ある。 ま た家 族性血小 板減少 症
や骨髄 異形成症候群 において,遺 伝子 の点突然 変異 が報 告 されてい る。即 ち本遺 伝子の異常 は白
血病 発症 と密接 に関連 す る。 これ らのRunx1変異体 が,骨 髄芽 球の穎粒球 への分化 を抑制 す る
機序 につ いては解 明 されて きたが,生 理的 な穎粒 球分 化 にお ける内在性Runx1の発現 変動 とそ
の意義 につ いて は未 だ不明 であ った。
本研 究 は,マ イ クロRNA-27(miR-27)によるRunx1の発現 制御,及 びその穎粒球分化 にお
ける意義 につ き解 析 した。 先 ず レポーター ・ア ッセイ に よ り,miR-27がRunxlmRNAの3'
非 翻 訳 領域 に相 補 的 に結 合 す る こ とを示 した。 また 血 球 系 の 細胞 株 で あ るK562とEL-4に
miR-27前駆体 を導 入す る と,内 在性Runx1タ ンパ ク質 の レベ ルが低下 す る こ とを確認 した。
さ らにIL-3依存 性 に増 殖す るマ ウス骨髄 系細胞株32D.cl3をG-CSF添加 によ り好 中球へ と分
化 させ る と,miR-27発現 が増 加 し,同 時 にRunx1タ ンパ ク質 が低下 す る こ とを 見 出 した。
32D.cl3にmiR-27前駆 体 を導入 す る とRunx1タ ンパ ク質 は減少,May-Gruenwald-Giemsa
染色 による細胞 形態 では分化傾 向が促進 され るこ とを突 き止 めた。 逆 にmiR-27のア ンタ ゴニス
トを投 与す ると,32D.cl3の好 中球 コロニ ー形成能 が低下 した。以上 によ りmiR-27が,Runx1
発現抑制 を介 して好 中球 分化を促進す るよ うに作 用す る もの と示 唆 された。
次 にmiR-27自身 の発現制御 メカニズムであ るが,宿 主遺 伝子はCgorf3である。 その プロモー
ター を単離 して レポー ター ・ア ッセ イ を行 な い,上 流 一141bpに存 在 す る結 合部 位 を介 して
C/EBPa転写 因子 がCgorf3の発 現 を制御 して い る こ とを突 き止 めた。C/EBPa転写 因子 はそ
の発 現が,G-CSF受容体 か らの シグナルに よ り誘 導 され る,穎 粒 球分化 に必須 な因子 で あ るこ
とが知 られて いる。
以上 を まとめる と,C/EBPa転写因子 によ りmiR-27発現 が誘導 され,そ のmiR-27がRunx1
の転 写後 タ ンパ ク質発現 を抑 制す ることによ り,好 中球 分化 の促進 に貢献 す る との シナ リオが
推定 され た。 本研 究 は,穎 粒球 分化 におけ るmiR-27によ る内在性Runx1の 発現制御 を初 めて
解 明 した意義 あ るもので ある。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合 格 と認 め る。
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